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　和歌山の特産果実の摂取実態を調査し、その結果
を分析して報告書を作成して関係機関や関係者に配
布した。また附属小学校との共同により、食育推進
の方法として、特産品が含む栄養成分やその摂取の
必要性を学習し、生産現場を見学したり、その加工
品つくりを通して学校現場において食育を進めた。
一方、特産品の特性を生かした新しい加工食品すな
わち柿パンを作り学校給食に導入することを検討し
た。柿ピューレの缶詰を作成し、大量に作成できる
体制を作った。和歌山市内の公立小学校等において
2万2千食の柿パン給食を実施した。柿パン給食を通
して和歌山の特産果実の学習を深めた。また柿
ピューレは様々な柿製品の素材となり、新規な製品
作成により和歌山の観光資源としての可能性を検討
した。
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　日本一の和歌山産柿の約8割は渋柿と言われている。
その中心は渋柿の刀根早生柿である。この柿には柿渋
の主成分であるタンニンと柿色の成分であるカロテノ
イドそしてアスコルビン酸等が共存している。ここで
はこのタンニン酸の抗酸化作用の証明と、そして抗酸
化作用のあるカロテノイドとの複合でどのような抗酸
化作用が期待できるのかを、ヒト肺ガン細胞A549を用
いて明らかにすることを目的とした。また柿タンニン
それ自体の基本特性についても検討した。
①培養細胞の培養および TBARS値測定方法
　ヒト肺ガン細胞 A549 は非動化した 10％ウシ胎児血
清 (FBS)を含む培地 RPMI-1640を使用し、pHは 7.0～
7.6 の範囲に調整した。5×105cells/ml に細胞の濃度を
調整した後、培地 8ml入ったディッシュに播種し、37℃
5％ CO2 に設定したインキュベーター内で培養した。
A549は 4日に 1度継代を行った。
　細胞を 4日間培養し、その後柿から抽出し分取した
β‐クリプトキサンチン、ゼアキサンチンやβ‐カロ
テンを DMSO に溶解した液を培地中に 50μl 添加し
最終濃度 0,2.5,5,10μM として 24 時間培養した。24 時
間後カロテノイドの入った培地を取り除き、普段の培
地に戻してから、酸化ストレスを与えるために TBHP
(tert-butyl hydroperoxide)を添加した。そこで、1時間反
応させ、その後細胞の生存率と TBARS（過酸化脂質の
指標）値を測定した。
　次に、カロテノイドおよびタンニン酸（タンニンの
加水分解物）の複合添加による細胞培養実験は添加物
は柿から抽出し分取したβ‐クリプトキサンチン、ゼ
アキサンチン、β‐カロテンと市販のタンニン酸を用
いた。最終濃度はあわせて 0,2.5,5,10μMとなるように
25μlずつ複合添加した。
②培養細胞における TBARS値測定法
　細胞を遠心管に回収し、培地を取り除いた。そこに
4.5％TCA(trichloroacetic acid)水溶液１ｍｌを加え、超
音波により細胞を破砕懸濁した。pH 4.15 に調整した
0.45％TBA 酢酸溶液を 2ml 加え 100℃で 15 分加熱し
た。冷却し、遠心分離 (3000rpm、15min、4℃)を行い、そ
の上澄を試験溶液として用いた。測定は標準液は、テ
トラエトキシプロパン (5nmol/ml メタノール溶液 ) を
用い、　分光蛍光光度計 (650－10 型　日立 ) を使用し
た。励起光波長 515nm、蛍光波長 553nm、スリット 5nm
で蛍光を測定した。
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　A549 を培養した培地に柿から抽出し分取したゼア
キサンチンとタンニン酸を単独および複合添加した
ときの TBARS値の変化を図 3-2に示した。まず、ゼア
キサンチンおよびタンニン酸の単独添加において、0
μM 濃度での TBARS 値と他の濃度での TBARS 値と
の間で有意な差が見られた。したがって、ゼアキサン
チンおよびタンニン酸の単独では、抗酸化作用がある
ことを示した。
　そして、ゼアキサンチンとタンニン酸の複合添加に
おいても、抗酸化作用があることを示した。しかし、2.5
μM 濃度と 10μM 濃度ではゼアキサンチン単独より
も抗酸化作用が強いが、5.0μM 濃度と 10μM 濃度で
はタンニン酸単独よりも抗酸化作用が弱いという結
果すなわち相加的作用となった。
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　A549 を培養した培地にβ‐カロテンとタンニン酸
を単独および複合添加したときの TBARS 値の変化を
図 3－3に示した。
　β‐カロテンの単独添加において、0、2.5、5、10μM
濃度での TBARS値間の有意差を ANOVA検定した結
果、0μM濃度での TBARS値と他の濃度での TBARS
値との間で有意な差が見られた（ｐ＜0．05）。したがっ
て、β‐カロテンおよびタンニン酸単独では、添加濃度
に応じた抗酸化作用があることを示した。
　またβ‐カロテンとタンニン酸の複合添加でも、抗
酸化作用があることを示した。しかし、2.5μM濃度と
5.0μM濃度、10μM濃度ではβ‐カロテン単独よりも
抗酸化作用が強いが、5.0μM 濃度と 10μM 濃度では
タンニン酸単独よりも抗酸化作用が弱いという結果
すなわち相加的作用となり、抗酸化の相乗的作用は示
さなかった。
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